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総論の部
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序論 
 
医薬品原薬の大多数は結晶として存在し、様々な結晶構造をとることが可能である(Fig. 1)。
医薬品の結晶形は、単一成分から構成される結晶としてフリー体、多成分から構成される結晶
として塩、共結晶、水和物、溶媒和物、クラスレート、包接化合物、分子複合体などに分類され
る。また、医薬品原薬が結晶構造を形成せず分子が集合している状態は非晶質と定義される
1, 2）。 
塩は、結晶構造中で薬物の解離基と対応する酸または塩基性分子の間でプロトン移動する
ことにより、イオン結合を形成し、結晶を形成している状態と定義される 3）。一方、共結晶は、結
晶構造内で複数成分の分子が水素結合やファンデルワールス力などのイオン結合とは異なる
分子間相互作用により結晶を形成している状態と定義され、広義には共結晶は、水和物、溶
媒和物、クラスレート、包接化合物及び分子複合体を含む結晶状態を示す 4-6)。また、各結晶
形については結晶多形が存在する可能性がある。化合物が同一の化学組成でありながら異
なる結晶構造をとる場合、それらの結晶構造間の関係は結晶多形と定義される。結晶多形は、
温度、圧力及び体積の熱力学的パラメータで結晶構造が変化する現象であり、医薬品におい
ても数多くの結晶多形が存在することが報告されている 7-10)。 
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Fig. 1. Classification of pharmaceutical solids. 
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このように、医薬品原薬は多様な結晶構造をとりうることが可能であり、その結晶構造に依存
して溶解性、安定性及び製造性は変化するため、原薬結晶形は医薬品の特性を決定する重
要な因子となる 11, 12)。 
結晶形が医薬品開発に影響を与えた事例は多数報告されている 2, 13-15)。Atorvastatin は研
究初期段階では非晶質で開発されていたが、Ph III 臨床試験の間に水和物が得られることが
明らかとなり、原薬結晶形を水和物として再開発するために開発が遅延した。Ritonavir は結晶
多形 form I を含有した製品の上市後、カプセル溶液中から新規結晶多形 form II が析出し、
製品回収及び form II の再処方化検討を行わなければならなくなった 16)。また、indinavir は研
究初期段階ではフリー体で開発されていたが、臨床試験時にヒト消化管吸収率が胃酸分泌の
状態で大きく変化することが明らかとなり、結晶形を硫酸塩エタノール和物に変更をすることと
なった 17)。これらは結晶形が医薬品開発に影響を与えた事例の一部にすぎないが、いずれも
創薬段階から適切な原薬結晶形が選択されなかったために生じた医薬品開発遅延の事例で
ある。   
近年、新薬開発において創薬段階からの候補化合物の物性評価の重要性が高くなってい
る。原薬結晶形は化合物の物理化学的特性に大きな影響を与えるため、製薬企業では各社
とも医薬品候補化合物の最適な結晶形の選択のワークフローが重要な研究課題となっている 
18-20)。また、創薬研究におけるリード化合物の物性値は、コンビナトリアル合成やハイスループ
ットスクリーニング技術の進歩により、高速かつ効率的に高活性化合物の探索が可能となり、
化合物の分子量及び脂溶性が増加傾向にあることが報告されている 21)。化合物に高活性を
付与するためには疾患標的タンパクとの親和性を増大させる必要があり、活性を増大させる方
法として化合物の脂溶性を増加させることは、創薬化学者にとって最も簡便な合成手法となる。
しかし、化合物の脂溶性増加は溶解度の低下、薬物代謝安定性の低下及び毒性リスクの増
大につながり、製剤開発及び臨床試験を進める上で大きなリスクとなっている 22)。 
開発化合物が難溶性化合物である場合、薬効及び毒性評価動物やヒトでのバイオアベイラ
ビリティは溶解律速により低下するため、溶解改善処方の検討が必要となる。溶解改善の手段
として、プロドラッグ、塩、共結晶、製剤添加剤を用いた可溶化、非晶質及びナノ粒子など、数
多くの溶解改善方法が報告されている 23-27)。 
これらの溶解改善方法の中で、塩の検討は最も簡便で開発コストの低い溶解改善手段とな
る 28)。塩での開発の問題点として、選択された塩が吸湿性や潮解性などの問題により、原薬の
安定性が悪く開発に適さない場合がある。また、薬物が酸や塩基の乖離基を有していない場
合、対応する酸や塩基とイオン結合を形成できないため、塩の結晶化を行うことは不可能とな
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る。 
近年の創薬化学におけるドラッグデザインの傾向として、塩基性化合物よりも中性化合物の
方が毒性発現のリスクを低下できるため、創薬化学者は意図的に中性化合物を合成する傾向
にあり、塩の形成能が低い医薬品候補化合物は今後も増加傾向にあると考えられる 29, 30)。  
このような創薬研究における化合物物性の状況において、近年、Morissette、Childs、Trask、
Rodriguez など数多くの物性研究者らが、溶解改善などの物性改善手段として共結晶の利用
を提唱しており、数多くの論文報告がなされ始めている。共結晶は 2 種以上の異なる分子がイ
オン結合とは異なる分子間相互作用により規則的に配列した結晶と定義され、塩とは異なる物
性を有した新規な結晶形として、創薬への適用が注目されている。共結晶を用いた物性改善
事例として、代表的なものに溶解改善、バイオアベイラビリティ改善、安定性改善など多数の
報告がなされている 31, 32)。イミダゾール系の抗真菌薬である itraconazole は難溶性化合物であ
り、市販薬は非晶質製剤(Sporonax)として開発されている。Itraconazole の共結晶調製による
溶解改善研究では、数種のジカルボン酸と共結晶を形成することを明らかにし、溶解速度を
調べた結果、いずれの共結晶もフリー体と比較して顕著な溶解改善が認められ、特にリンゴ酸
及び酒石酸との共結晶は非晶質製剤と同等の溶解性を示し、共結晶が溶解改善に有用であ
ることが示された 33）。共結晶によるバイオアベイラビリティ改善事例では、難溶性化合物
（2-[4-(4-chloro-2-fluorophenoxy)phenyl]pyrimidine-4-carboxamide）はグルタミン酸と共結晶を
形成することが見出され、水に対する溶解速度がフリー体と比較して 18 倍向上した。イヌ経口
投与の結果、グルタミン酸の共結晶はフリー体と比較して 3 倍の AUC 増大を示し、共結晶は
バイオアベイラビリティ改善に有用であることが報告されている 34)。共結晶調製による安定性
改善の事例では、Trask らが caffeine をシュウ酸などのジカルボン酸と共結晶を調製したところ、
共結晶はフリー体と比較して高湿度環境下で caffeine の水和物への結晶転移を抑制できるこ
とを報告しており、共結晶が安定性改善に有用であることを示している 35)。 
このように、共結晶は難結晶化化合物の結晶化、難溶性化合物の溶解性改善、安定性向
上、製造性向上、製剤特性の向上などが期待され、共結晶の創薬研究への積極的な利用が
期待されている。また、塩とは異なり共結晶の形成は予測できず、かつ共結晶とすることにより
予期できない有用性が得られた場合は新規性が付与されるため、共結晶は特許戦略上も有
用な物性改善技術となる 36）。 
共結晶の調製方法については、96 well plate を用いた結晶化スクリーニング、溶液からの再
結晶化法、反応晶析法、スラリー法、粉砕法、超音波照射法、Kofler 法など数多くの結晶化方
法が報告されているが 37-42)、共結晶の形成メカニズムや晶析制御方法については不明な点も
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多く、現在でも数多くの研究者らにより検討がなされている。 
アゾール系抗真菌治療薬である miconazole (Fig. 2)は代表的な難溶性化合物であり、シク
ロデキストリンや非晶質を用いた溶解改善研究が数多く報告されている 43-47)。Miconazole の
free base は水に対してきわめて溶けにくく、その溶解度は 1 g/mL 以下を示す 48)。Miconazole
は抗真菌薬として経口、軟膏、注射など各種製剤が開発されており、市販薬の原薬結晶形は
nitrate である 49)。   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2. Chemical structure of miconazole. 
 
Miconazole は溶解改善研究が数多く報告されているが、miconazole の塩及び共結晶を利
用した物性改善の報告はなされていない。本研究では、miconazole の結晶形変更による物性
改善を目的として塩及び共結晶の検討を行い、得られた結晶の物性評価を行った。また、溶
解度相図を用いた miconazole と酸の水溶液中での分子間相互作用についても解析を行い、
溶解度相図を用いたスラリー晶析法による塩及び共結晶への転移速度や酸添加製剤の溶解
改善メカニズムの解析についても検討を行った。 
本論文は、3 章にわたって構成されている。第 1 章は、miconazole の塩及び共結晶スクリー
ニングについて記述する。第 2 章では、miconazole の塩及び共結晶調製による物性改善研究
について記述する。第 3 章では、miconazole の溶解度相図を用いた薬物-酸相互作用状態の
解析及び薬剤学研究への応用について記述する。 
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第1章 Miconazole の塩及び共結晶の結晶化スクリーニング 
 
近年、製薬企業ではハイスループット合成やハイスループットスクリーニングの技術革新に
より医薬品候補化合物を高速かつ大量に作り出すことが可能となり、薬剤学研究領域におい
ても各種のハイスループット試験系が構築されるようになった 50, 51)。 
原薬結晶形の探索のために、製薬企業では結晶化スクリーニングシステムを導入し、効率
的に医薬品候補化合物の結晶多形、塩、共結晶及び溶媒含有結晶の網羅的な探索が実施
されている 52)。また、結晶化スクリーニングの受託試験会社(Aptuit (旧 SSCI)、Crystallics(旧
Avantium)、Solvias、Pharmorphix など)が多数設立され、これらの企業から結晶化スクリーニン
グ研究に関する文献及び学会発表が多数なされるようになり、結晶化スクリーニングの重要性
が広く認知されるようになった 53-55)。 
塩及び共結晶の結晶化スクリーニング方法として、再結晶化法、粉砕法、スラリー法、溶融
法、超音波法など多数の結晶化方法がある。再結晶化法は、薬物及び塩及び共結晶を構成
する対となる分子(coformer)を溶媒に溶解させ、溶液を溶媒留去して再結晶化させる方法であ
る。粉砕法は、薬物及び coformer を固体状態で混合して粉砕する方法である。スラリー法は、
薬物を coformer 溶液中で懸濁し結晶転移させる方法である。溶融法は、薬物及び coformer
を融解混合させ、再結晶化させる方法である。 
塩及び共結晶の生成は、coformer の分子種、薬物の過飽和度、溶媒種、薬物及び
coformer のモル比が重要であることが報告されており 56, 57)、効率的な塩及び共結晶の探索に
は、多様な実験条件を検討することが重要である。96-well plate を用いた再結晶化法による塩
及び共結晶の結晶化検討は、少ない試料量で溶媒及び coformer の結晶化条件を網羅的に
探索できることから、最も汎用される結晶化スクリーニングの方法となっている。 
本章では、難溶性化合物である miconazole の溶解改善を目的とした塩及び共結晶の探索
を行うため、96-well plate を用いた網羅的な塩及び共結晶スクリーニングを行い、得られた結
晶の物性評価を行った。 
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第 1 節 Miconazole の結晶化スクリーニング 
 
Miconazole の塩及び共結晶の探索を目的として、6 つの晶析溶媒及び 15 種の coformer
の組み合わせによる 96 well plate の晶析条件マトリックスを設定し、塩及び共結晶の結晶化検
討を行った。各 well では 1 mg の miconazole に対して当モルのカウンター分子を混合し再結
晶化検討を行った。 
結晶化スクリーニング後の miconazole 結晶化 plate の性状を Fig. 3 に示す。Plate の性状を
観察した結果、各 well では晶析条件に応じて白色粉末及びアメ状の試料が得られた。また、
各 well の試料について粉末 X 線回折測定(PXRD)を行った結果を Fig. 4 に示した。
Miconazole の塩及び共結晶化のスクリーニングでは、大部分の晶析条件ではハローパターン
(灰色表示の PXRD パターン)を示し、非晶質が多数得られた。Miconazole は晶析溶媒に依存
して結晶化する傾向を示し、溶媒に chloroform を用いると結晶化しやすい傾向を示した。 
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Fig. 3. Miconazole 結晶化スクリーニングの plate 性状. 
Abbreviations used in the table; MeOH, methanol; ACTN, acetone; THF, tetrahydrofuran; 
EtOAc, ethyl acetate. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4. Miconazole 結晶化スクリーニング後の plate の粉末 X 線回折パターン分布. 
 
MeOH ACTN THF EtOAc Toluene CHCl3 MeOH ACTN THF EtOAc Toluene CHCl3
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Oxalic acid Urea
B Fumaric acid Maleic acid
C L-Tartaric acid Malonic acid
D Succinic acid Glutaric Acid
E Benzoic acid HCl
F Gentisic acid Sulfuric acid
G Salicylic acid Nitric acid
H Nicotinamide  free base
Solvents
Coformer Coformer
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Miconazole の塩及び共結晶スクリーニングについて結晶性の PXRD ピークを示した well を
解析した結果、miconazole はシュウ酸、フマル酸、コハク酸、ニコチンアミド、マレイン酸、マロ
ン酸、グルタミン酸、塩酸、硫酸、硝酸と塩または共結晶を形成する可能性があると判断した
(Table 1)。 
 
Table 1. Miconazole の塩及び共結晶スクリーニング結果 
Abbreviations used in the table; MeOH, methanol; THF, tetrahydrofuran; EtOAc, ethyl acetate; 
CHCl3, chloroform. amor.: amorphous. 
 
 
MeOH Acetone THF EtOAc Toluene CHCl3
Oxalic acid amor. amor. amor. Crystal amor. amor.
Fumaric acid amor. amor. amor. Crystal Crystal Crystal
L-Tartaric acid amor. amor. amor. amor. amor. amor.
Succinic acid Crystal amor. amor. amor. Crystal Crystal
Benzoic acid amor. amor. amor. amor. amor. amor.
Gentisic acid amor. amor. amor. amor. amor. amor.
Salicylic acid amor. amor. amor. amor. amor. amor.
Nicotinamide Crystal amor. amor. amor. Crystal amor.
Urea amor. amor. amor. amor. amor. amor.
Maleic acid Crystal Crystal amor. Crystal Crystal Crystal
Malonic acid amor. amor. amor. amor. amor. Crystal
Glutaric Acid amor. amor. amor. amor. Crystal Crystal
HCl amor. amor. amor. amor. amor. Crystal
Sulfuric acid amor. amor. amor. amor. amor. Crystal
Nitric acid amor. Crystal Crystal Crystal Crystal Crystal
Miconazole (free base) amor. amor. amor. amor. amor. Crystal
Coformer
Solvents
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第 2 節 Miconazole の塩及び共結晶のスケールアップ晶析 
 
96 well plate を用いた結晶化スクリーニングで得られた miconazole の塩及び共結晶につい
て、スクリーニングと同一の晶析条件(薬物と coformer のモル比=1:1)を用いて 20 mg スケール
で再結晶化実験を行い、結晶化の再現性及び結晶の融点について調べた（Table 2）。また、
得られた結晶が塩なのか共結晶なのか分類するためΔpKa（miconazole 及び酸の pKa の差）
を算出し、Childs の分類方法 20)に従いΔpKa が 3 以上であれば塩、3 以下であれば共結晶
であると判定した 58)。 
Miconazole の塩及び共結晶のスケールアップ晶析の結果、再現性が得られた結晶は
nitrate、maleate、fumarete 及び succinate であった。また、ΔpKa の値から nitrate、maleate 及び
fumarete は塩、succinate は共結晶であると推察した。Miconazole の塩及び共結晶の融点を調
べた結果、miconazole は塩または共結晶を形成することにより free base と比較して miconazole
の融点は上昇した。Schultheiss らは、多数の化合物について共結晶の融点をまとめており 59)、
彼らの報告では共結晶の融点は、薬物と coformer の融点の中間値を示す傾向があることを述
べており、miconazole においても同様な傾向を示した。 
本研究により、miconazole は maleate、fumarete 及び succinate を形成する可能性があると判
断した。また、塩及び共結晶を形成することにより、miconazole の融点は向上することが明らか
となった。Miconazole において多様な塩及び共結晶が得られたことから、以降の研究では
miconazole の塩及び共結晶の物性精査を行うとともに、結晶構造や miconazole と酸の化学両
論比を調べることにした。 
 
Table 2. Miconazole の塩及び共結晶の融点及びΔpKa 
化合物 塩 
融点 
(℃) 
coformer の
融点（℃） 
pKa ΔpKa 結晶状態の
判定 
miconazole 
free base 77 - 6.7 - - 
nitrate 183 - -1.3 8.0  salt 
malate 139 131 1.9 4.7  salt 
fumarate 145 200 3.0 3.6  salt 
succinate 104 185 4.2 2.5  continuum
 
 
10 
 
第3節 結論 
 
96 well plate を用いた結晶化スクリーニングにより、miconazole は数種の酸と複合体結晶を
形成する可能性があると判断した。Miconazole は晶析溶媒に依存して結晶化する傾向を示し、
溶媒に chloroform を用いると結晶化しやすい傾向を示した。 
Miconazole の塩及び共結晶のスケールアップ晶析の結果、再現性が得られた結晶は
nitrate、maleate、fumarete 及び succinate であった。得られた結晶の融点を調べたところ、
miconazole free base 比較して いずれの結晶も融点は向上した。ΔpKa を算出して結晶を塩
及び共結晶に分類を試みたところ、maleate 及び fumarate では塩、succiniate では塩及び共結
晶の中間状態にあると判定された。 
結晶化スクリーニングにより、効率的に miconazole の塩及び共結晶を網羅的に探索するこ
とが可能であった。 
Miconazole の塩及び共結晶について、薬物及び酸の化学両論比、結晶の溶解性及び安
定性について精査するため、次章ではさらにスケールをあげた晶析を行い、各結晶の物性を
精査することにした。 
 
11 
 
第 2 章 Miconazole の塩及び共結晶調製による物性改善研究 
 
前章において miconazole の網羅的な塩及び共結晶スクリーニングを実施した結果、
miconazole には数種の塩及び共結晶が存在する可能性が示唆された。Miconazole の塩及び
共結晶について物性精査を行うため、1 g スケールの再結晶化実験を行った。また、マレイン
酸、フマル酸及びコハク酸は 2 価の酸であるため、miconazole 及びジカルボン酸の化学両論
比をモル比で薬物:酸=1:1 及び 2:1 と変化させて結晶化検討を行い、化学両論比についても
調べた。 
Miconazole の free base は水に対してきわめて溶けにくく、miconazole の溶解改善のために
シクロデキストリン、界面活性剤や非晶質などの可溶化研究が数多く行われているが、
miconazole の塩及び共結晶を用いた溶解改善研究の報告はなされていない。Miconazole の
市販の原薬結晶形はnitrateであるが、硝酸はそれ自体が生体内で毒性を示すことが知られて
おり 60)、必ずしも最適な塩形ではないと考えられた。 
本章では、miconazole の結晶形による物性改善を目的とし、miconazole の塩及び共結晶の
溶解性及び安定性を評価し miconazole に最適な結晶形の検討を行った。 
また、医薬品複合体結晶が塩なのか共結晶なのかを区別することは原薬製造、製剤設計
及び化合物特許などの製品開発に大きな影響を与えるため、創薬において重要な研究課題
となっている 61, 62)。塩及び共結晶を分類する手法としては、単結晶構造解析、IR 分光法、固
体 NMR などの解析事例が報告されているが、十分な報告であるとはいえない。本章では
miconazole 及びジカルボン酸により形成される複合体結晶について単結晶構造解析を行い、
塩及び共結晶の分類について検討を行った。 
 
 
 
 
 
 
  
 
12 
 
第 1 節 Miconazole の塩及び共結晶のキャラクタリゼーション  
 
1. 粉末 X 線回折測定(PXRD) 
Miconazole の塩及び共結晶スクリーニングにおいて、free base とは異なる PXRD パターンを
示したマレイン酸、フマル酸及びコハク酸との複合体結晶についてスケールアップ晶析を行い、
得られた結晶の物性を精査した。 
Miconazole のイミダゾール窒素部分が酸と相互作用すると考えられ、その pKa は 6.7 であり
弱塩基性を示す。ジカルボン酸は miconazole と化学両論比 1：1 または 2：1 で複合体結晶を
形成すると考えられたため、酸の化学両論比を変化させて結晶の調製を行った結果、マレイ
ン酸では 1：1、フマル酸及びコハク酸では 2：1 で miconazole と複合体結晶を形成していると
判断した。各々の酸より調製した結晶は freebase 及び nitrate の PXRD パターンとは明確に異
なり(Fig. 5)、得られた結晶は各々maleate、hemifumarate 及び hemisuccinate であると判断し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5. PXRD patterns of miconazole crystal forms; (a) free base, (b) nitrate, (c) maleate, (d) 
hemifumarate, and (e) hemisuccinate.
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2. 熱分析   
Miconazole の塩及び共結晶の熱特性を調べるため、示差走査熱量測定(DSC)を行った
(Fig. 6)。Miconazole free base の融点は比較的低く、81°C に融解の吸熱ピークを示した。
Nitrate は他の結晶と比較して最も高い融点を示し、184°C に融解の吸熱ピークを示した後、分
解の発熱ピークを示した。Maleate は 140°C で融解直後に 143°C に発熱ピークを示し、209°C
で融解した。Hemifumarate は 146°C、hemisuccinate は 118°C に融解の吸熱ピークを示すこと
を確認した。 
Miconazole は複合体結晶を形成することにより融点が上昇し、いずれの結晶も熱重量測定
（TG）で重量減少を示さないことから調製物は solvate ではないことを確認した(Fig. 7)。 
Maleate の 140°C からの融解発熱挙動が結晶多形転移によるものかを判断するため、
maleate を 160°C で 10 分間加熱した試料を HPLC 及び LC/MS/MS により分析した。Maleate
加熱品は HPLC クロマトグラム上で miconazole とは異なる保持時間 5.0 min に分解物ピークを
確認した(Fig. 8)。LC/MS/MS により分解物は m/z 533 を支持し、miconazole（m/z 417）より 116 
Da 高い分子量と判明した。分解物はその分子量情報及びフラグメントイオン（m/z 185）から
miconazole のマレイン酸付加体であると考えられた。DSC における 140°C からの吸発熱挙動
は miconazole とマレイン酸の付加反応によりマレイン酸付加体が生成したことによるものと判
断した。 
Barillaro らにより、miconazole はマレイン酸の物理混合物を加熱することにより、maleate を
形成することが報告されているが 63)、彼らの報告では maleate の融点を 200°C としており、これ
はマレイン酸付加体の融解によるものと考えられた。今回の報告で新たに maleate の融点を
140°C と決定することができた。また、DSC は miconazole の塩の安定性を判断する上で有用な
指標となることが示された。 
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Fig. 6. DSC thermograms of miconazole crystal forms; (a) nitrate, (b) maleate, (c) hemifumarate, 
(d) hemisuccinate, and (e) free base. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7. TG thermograms of miconazole crystal forms; (a) nitrate, (b) maleate, (c) hemifumarate, 
(d) hemisuccinate, and (e) free base. 
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Fig. 8. HPLC chromatograms of (a) miconazole maleate and (b) miconazole maleate heated at 
160°C. 
 
 
3. ラマン分光測定 
Miconazole 各結晶のラマンスペクトルを比較した結果、ラマン吸収帯 1400-1500 cm−1 の領
域で結晶形に依存してラマンスペクトルパターンに変化が認められた(Fig. 9 (1))。文献の IR
測定データより 64)、free base の 1500 cm−1 付近のラマンピークは miconazole イミダゾール環の
伸縮振動、1470 cm−1付近のラマンピークは miconazole エーテルリンカー部の CH 屈伸運動に
由来すると考えられた。Miconazole の塩及び共結晶は miconazole イミダゾール窒素部位が酸
と相互作用することにより、結晶構造内の miconazole 分子の電子的環境が大きく変化し、この
領域のラマンスペクトルパターンが変化したと考えられた。また、高波数領域でのラマンスペク
トルについて比較したところ、freebase、nitrate 及び maleate では類似したラマンスペクトルパタ
ーンを示した(Fig. 9 (2))。2900 -3050 cm−1 付近のラマンスペクトルは、miconazole 分子のベン
ゼン及びアルカン C-H 伸縮振動を反映すると考えられ、これらの結晶では電子的環境が類似
していると考えられた。また、hemifumarate及びhemisuccinateのラマンスペクトルパターンは類
似したことから、これらの結晶構造中での電子的環境も類似していると推察した。Maleate と
hemifumarate 及び hemisuccinate ではラマンスペクトルパターンは異なっており、ラマンスペクト
ルを測定することで miconazole 各結晶の同定が可能であると考えられた。 
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Fig. 9. Raman spectra of (a) freebase, (b) nitrate, (c) maleate, (d) hemifumarate, and (e) 
hemisuccinate. 
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第 2 節 Miconazole 塩及び共結晶の単結晶構造解析 
 
1. 単結晶構造解析 
Miconazole 及びジカルボン酸で形成される複合体結晶について単結晶構造解析を行い、
酸―塩基間のプロトン移動の有無を解析した。Maleate、hemifumarate 及び hemisuccinate の
単結晶構造データを Table 3 に示した。また、各々の結晶構造内での分子パッキング状態を
Fig. 10 に示した。水素の位置は差フーリエマップにより観測した後、理想的な位置に発生させ
た。 
単結晶構造解析の結果、miconazole とマレイン酸は化学両論比 1:1 で複合体結晶を形成し
ていることを確認した。Maleate の結晶構造内では、miconazole のイミダゾール窒素はプロトン
化されており、miconazole はマレイン酸とイオン結合を形成することが明らかとなった。また
maleate は、マレイン酸分子自身が分子内水素結合を形成していることを確認した。
Miconazole とフマル酸は化学量論比 2:1 で結晶構造を形成しており、hemifumarate において
もカルボン酸の水素ピークが観測され、イミダゾール窒素と水素結合を形成していることを確
認した。マレイン酸及びフマル酸は幾何異性体の関係にあるが、両者の結晶構造内での
miconazole との分子間相互作用状態は異なっており、興味深い知見が得られた。Miconazole
とコハク酸は化学両論比 2:1 で複合体結晶を形成し、hemisuccinate はカルボン酸の水素ピー
クが観測され、イミダゾール窒素と水素結合を形成していることを確認した。 
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Table 3. Crystallographic data of maleate, hemifumarate and hemisuccinate 
Maleate Hemifumarate Hemisuccinate
Empirical formula C22H18Cl4N2O5 C20H16Cl4N2O3 C20H17Cl4N2O3
Formula weight 532.2 474.2 475.2
Temperature (K) 298 298 298
Crystal system Triclinic Triclinic Triclinic
Space group P-1 P-1 P-1
a (Å) 8.8476(2) 8.2005(1) 8.1621(4)
b (Å) 8.9198(2) 8.9649(2) 9.0926(4)
c (Å) 30.3837(6) 15.1399(3) 15.3327(6)
α (°) 83.2676(7) 82.2219(9) 83.451(2)
β (°) 85.9405(7) 81.2682(1) 79.916(2)
γ (°) 89.6821(7) 70.9915(9) 72.095(2)
Volume (Å3) 2375.31(8) 1035.74(4) 1063.86(7)
Z 4 2 2
Calculated density (g/cm3) 1.488 1.520 1.483
R1 0.044 0.051 0.055
wR2 (all data) 0.135 0.141 0.187  
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Fig. 10. Crystal packing of miconazole crystals, showing (a) maleate, (b) hemifumarate and (c) 
hemisuccinate. 
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2. 結晶構造内でのカルボン酸の炭素―酸素結合距離の解析 
Miconazole とジカルボン酸との複合体結晶について、miconazole とカルボン酸との相互作
用がイオン結合なのか水素結合なのかをさらに調べるため、単結晶構造データを解析してカ
ルボン酸の炭素―酸素結合距離を調べた。Aakerloy や梅田らの報告では 3, 65)、カルボン酸が
イオン結合に関与している場合、炭素―酸素結合距離は等価な状態となり a/b ratio の値はほ
ぼ 1 に近い値となるが、カルボン酸が水素結合に関与する場合、炭素―酸素結合距離は非等
価な状態となり a/b ratio の値は 1 よりも大きくなることを報告している。 
Miconazole と各種カルボン酸との塩結晶複合体結晶の炭素―酸素結合距離を調べた結果、
マレイン酸のイミダゾール窒素と相互作用しているカルボニル基の a/b ratio の値は 1.012 となり、
等価な状態であると考えられた(Table 4、Fig. 11 (a))。また、マレイン酸自身の分子内水素結合
に関与しているカルボン酸の a/b ratio の値は 1.066 となり、非等価な状態であることからマレイ
ン酸は分子内で水素結合を形成していると判断した。コハク酸およびフマル酸ではカルボン
酸の a/b ratio の値は、それぞれ 1.062、1.075 の値を示し、非等価であることから水素結合を形
成していると判断した(Table 4、Fig. 11 (b)、(c))。 
薬剤学の分野において、複合体結晶の分子間相互作用を解析することは重要な研究課題
となっている。酸と塩基の組み合わせにより形成される複合体結晶において、酸―塩基間のプ
ロトン移動がある場合は塩、プロトン移動がない場合は共結晶と定義される。Miconazole イミダ
ゾール窒素とカルボン酸との相互作用について、マレイン酸ではイオン結合、コハク酸及びフ
マル酸では水素結合により複合体結晶を形成していると考えられ、前者は塩、後者では共結
晶を形成すると判断した。 
Childs らはΔpKa（薬物及び酸の pKa の差）が 3 以上であれば塩、3 以下であれば共結晶
である可能性が高いという簡便な指標を提案している。マレイン酸、フマル酸及びコハク酸の
pKa 1.9、3.0 及び 4.2 を用い、各結晶のΔpKa を算出したところ、maleate（ΔpKa: 4.8）及び
hemifumarate(ΔpKa: 3.7)は塩、hemisuccinate(ΔpKa: 2.5)は中間状態と判定され、単結晶構
造解析の結果とは異なった。ΔpKa は酸―塩基間の相互作用の強さを簡便に見積もることが
できるが、結晶構造内の相互作用状態を予測することは困難であった。 
単結晶構造解析により酸―塩基の相互作用に関わるプロトンの位置やカルボン酸の炭素
―酸素結合距離を調べることにより、分子間相互作用がイオン結合なのか水素結合なのかを
判断することが可能であった。ジカルボン酸は類似する化学構造であっても、結晶構造により
酸-塩基間の相互作用がイオン結合または水素結合に分類されることが明らかとなった。 
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Table 4. The ratio of the C-O (long) to C-O (short) bond lengths of miconazole crystals formed 
with dicarboxylic acids. 
  C-O (long; a) C-O (short; b) Ratio (a/b) 
Maleate 
1.265† 1.250† 1.012  
1.298‡ 1.219‡ 1.065  
Hemifumarate 1.291  1.201  1.075  
Hemisuccinate 1.275  1.201  1.062  
† The C-O (long) and C-O (short) bond lengths of maleic acid interacted with the imidazole of 
miconazole. ‡ The C-O (long) and C-O (short) bond lengths of maleic acid formed an 
intramolecular hydrogen bond. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 11. The diagrams of the interaction between imidazole group of miconazole and carbonyl 
group of dicarboxylic acids; (a) maleate, (b) hemifumarate and (c) hemisuccinate. 
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第 3 節 Miconazole 塩及び共結晶の溶解性及び安定性評価 
 
1. フラスコ振とう法による溶解性評価 
Miconazoleの各結晶の溶解性について、37℃、24時間振とうした後の試験液に対するみか
けの溶解度を調べた。いずれの結晶も試験液に依存して溶解度が大きく変化した。日本薬局
方崩壊試験第 1 液(JP1)に対しては free base が最も高い溶解度を示した(Table 5)。日本薬局
方崩壊試験第 2 液 (JP2)ではいずれの結晶も溶解度は検出下限の値を示した。1% 
polysorbate 80 添加 JP2 に対する溶解度は各結晶とも大きな差は認められなかった。蒸留水中
での溶解度は free base が検出下限以下、maleate は 490 µg/mL と最も高い値を示し、
hemifumarate では 40 µg/mL と比較的低い値を示した。硝酸塩及び hemisucinate は各々330 
µg/mL、230 µg/mL の値を示した。 
Miconazole は、塩及び共結晶を調製することで蒸留水に対する溶解性を向上させることが
可能であった。ジカルボン酸の溶解性と複合体結晶の溶解性は相関する報告がなされており
59)、miconazole も蒸留水中で同様な溶解性の傾向を示した。 
 
Table 5. Apparent solubility of miconazole crystals in various solvents at 37°C 
  JP1 JP2 
1% polysorbate 80 
in JP2 
distilled water
free base >2000 < 0.1 600 < 0.1 
nitrate 610 < 0.1 640 330 
maleate 710 < 0.1 530 490 
hemisuccinate 310 < 0.1 660 230 
hemifumarate 350 < 0.1 640 40 
 
2. 溶解速度 
溶解速度は経口吸収に重要なパラメータであり、最適な溶解速度を示す結晶形を選択する
ことの重要性が報告されている 66, 67)。Miconazole複合体結晶の初期溶解速度を評価するため、
粒子径の影響を受けずに溶解速度を評価することができる回転ディスク法を採用した。 
1% polysorbate 80 含有 JP2 に対する miconazole 各結晶の溶解速度を調べた結果、塩及び
共結晶は free base の溶解速度と比較して約 2-3 倍の溶解速度が向上することが明らかとなっ
た(Table 6、Fig. 12)。溶解速度の結果より、miconazole は塩及び共結晶を形成することにより、
溶解性を改善することが示された。 
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Table 6. Intrinsic dissolution rates of miconazole crystal forms in 1% polysorbate 80 in JP2 at 
37°C. 
  Free base Nitrate Maleate Hemifumarate Hemisuccinate
Intrinsic 
dissolution rate 
(μg/mm2/min) 
0.17  0.34  0.44  0.43  0.36  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 12. Intrinsic dissolution profiles of miconazole crystal forms in 1% polysorbate 80 in JP2 at 
37°C. 
 
3. 原薬及び予備製剤の安定性試験 
原薬形態の選定において、最も安定な結晶形を選択することは、製造、品質管理、レギュレ
ーションの観点から効率的な医薬品の開発を進めるために重要な物性評価項目となる 68)。 
Miconazole について各結晶の原薬安定性及び予備製剤安定性試験を行い、結晶の安定
性を評価した。Miconazole 各結晶の原薬について 80°C(密閉)及び 60°C/75%RH(開放)保存
条件での安定性を評価した結果、いずれの結晶形も 4 週間保存の純度は 99%以上を示し、
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結晶形による安定性の差は認められず安定であった(Table 7)。 
さらに miconazole 各結晶について予備製剤試料の安定性試験を実施した。原薬が 1%配
合となるようにマンニトールと混合して予備製剤試料を調製し、安定性試験を実施した(Table 
7)。予備製剤試料について 4 週間保存までの安定性を比較した結果、各結晶の予備製剤試
料の純度は 80°C(密閉)保存条件で free base は 97%、maleate は 75%、hemifumarate は 97%
に低下した。また、maleate 及び hemifumarate の試料溶液は HPLC クロマトグラム上で保持時
間 5.0 min に特徴的な分解物のピークが検出された(Fig. 13)。Nitrate 及び hemisuccinate 予備
製剤保存後試料の純度は 99%以上を示し安定であった。Maleate 及び hemifumarate の予備
製剤安定性試験において、HPLC クロマトグラム上に検出された分解物を LC/MS/MS により構
造解析した結果、いずれの分解物も m/z 533 が支持され、分解物は分子内イミダゾールのマレ
イン酸またはフマル酸への 1,4-マイケル付加体と推定した(Fig. 14)。 
低用量の薬物を含有する配合試料では原薬と比較して分解が加速されることが知られてお
り 69)、予備製剤安定性試験により潜在的な分解物の生成リスクを評価することが可能であり、
原薬結晶形の選択に有用な試験となることが示された。また、不飽和ジカルボン酸は、塩基性
薬物と付加体を生成することが報告されており 70, 71)、miconazole は予備製剤安定性試験にお
いてマレイン酸及びフマル酸と 1,4-マイケル付加体を生成することが示された。 
予備製剤安定性試験の結果、nitrate 及び hemisuccinate は製剤中でも安定な結晶であると
判断された。 
 
Table 7. Stability of miconazole crystals under various storage conditions 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Free base Nitrate Maleate Hemifumarate Hemisuccinate
80°C (closed) 4 W > 99% > 99% > 99% > 99% > 99%
60ºC/75%RH (open) 4 W > 99% > 99% > 99% > 99% > 99%
1 W > 99% > 99% > 99% > 99% > 99%
2 W > 99% > 99% > 99% > 99% > 99%
4 W > 99% > 99% > 99% > 99% > 99%
1 W > 99% > 99% 89% 98% > 99%
2 W 97% > 99% 84% 97% > 99%
4 W 97% > 99% 75% 97% > 99%
1 W > 99% > 99% 95% 98% > 99%
2 W > 99% > 99% 93% 98% > 99%
4 W > 99% > 99% 88% 98% > 99%
Sample Storage condition Period
Crystal form
Drug substance
Preliminary
formulation
4ºC (closed)
80ºC (closed)
60ºC/75%RH (open)
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Fig. 13. HPLC chromatograms of miconazole crystal forms; (a) maleate preliminary 
formulation at 80°C for 4 weeks, (b) maleate preliminary formulation, (c) hemifumarate 
preliminary formulation at 80°C for 4 weeks, and (d) hemifumarate preliminary formulation. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 14. Proposed structure of the degraded product in a preliminary formulation of miconazole 
with maleic acid or fumaric acid. 
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第4節 結論 
 
Miconazole の物性改善のために塩及び共結晶の検討を行い、maleate、hemifumarate 及び
hemisuccinate の新規複合体結晶を見出した。単結晶構造解析の結果、maleate は塩、
hemisuccinate 及び hemifumarate は共結晶であることを明らかとした。 
Miconazole は塩及び共結晶を形成することにより溶解速度を改善することができ、塩及び
共結晶は溶解改善の手段として有用であることが示された。 
予備製剤安定性試験の結果、maleate及びhemifumarateは予備製剤中で不安定であること
が明らかとなり、試料中で酸付加体を生成することを確認した。 
本研究により、hemisuccinate は溶解性及び安定性に優れる塩種であり、医薬品として有望
な物性を有した共結晶であることを新たに見出した。 
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第 3 章 Miconazole の溶解度相図を用いた薬物-酸相互作用の解析及び溶解度相図を用い
た晶析メカニズム及び酸添加製剤の溶解改善メカニズムの解析 
 
薬物と添加剤の分子間相互作用は薬物の溶解性や安定性に大きな影響を与えるため、製
剤設計を行う上で重要な評価項目となる。薬物と医薬品添加剤の相互作用を調べる方法とし
て、粉末 X 線回折測定、赤外分光、NMR などの各種分光測定や熱分析、熱量測定など多く
の解析手法が報告されている 72-76)。 
薬物と添加剤の溶液中での分子間相互作用を解析するための簡便な方法として、溶解度
相図が利用されている。溶解度相図は、添加剤の各濃度の溶液に対する薬物の溶解度を調
べることにより、薬物と添加剤の相互作用状態を解析することが可能であり、シクロデキストリン、
酸、界面活性剤及びポリマーに対する相互作用解析の報告がなされている 77-80)。 
近年、Rodriguez らは溶解度相図を共結晶の晶析メカニズム解析に利用した研究を多数報
告しており、スラリー晶析研究において体系的な理論を確立している 81-84)。スラリー晶析研究
における溶解度相図は、化合物とカウンター分子及び晶析溶媒の 3 成分系における共結晶の
熱力学的安定領域を探索するために用いられ、晶析条件の最適化に有用である。Rodriguez
らの溶解度相図研究では、晶析溶媒に有機溶媒を用いた報告が多くなされているが、現在ま
でに溶解改善研究などの薬剤学研究へ応用を報告した事例は少ない。溶解度相図の解析に
おいて溶媒に水を用いることにより、薬物と酸の水溶液中での相互作用状態を解析することが
可能であり、水を用いた晶析研究や溶解改善製剤研究などの薬剤学研究にも応用できると考
えられた。 
前章において miconazole は maleate、hemisuccinate、hemifumarate を形成することを明らか
とした。本章では、miconazole と酸分子の水溶液中での相互作用状態を解析するために、水
を溶媒として用いた溶解度相図の解析を行った。また、溶解度相図の晶析研究への応用とし
て miconazole を用いたスラリー結晶化を検討し、フリー体から塩や共結晶への結晶転移にお
ける溶解度及び結晶転移速度の関係について調べた。さらに、溶解度相図の製剤研究への
応用として miconazole の酸添加製剤を調製し溶解改善効果のメカニズムについても検討し
た。 
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第 1 節 Miconazole の溶解度相図の作成 
 
Miconazole と酸の水溶液中での分子間相互作用を解析するため、各種濃度の酸水溶液中
に対する miconazole 溶解度を測定し溶解度相図を作成した。硝酸及びマレイン酸水溶液中
におけるmiconazole溶解度を調べた結果、各々の酸濃度増加に伴いmiconazole溶解度は低
下する溶解度プロファイルを示した(Fig. 15 (a))。一方、コハク酸及びフマル酸では酸溶液濃
度の増加に伴い miconazole 溶解度も増加する溶解度プロファイルを示した(Fig. 15 (b))。 
溶解度相図の試験後溶液の pH を Table 8 にまとめた。500 mM 硝酸水溶液の pH は 500 
mM コハク酸水溶液の pH よりも低い値を示したが、酸水溶液中での溶解度を比較した結果、
500 mM コハク酸水溶液のほうが 500 mM 硝酸水溶液よりも高い溶解度を示し、miconazole の
酸水溶液中での溶解挙動は溶液の pH では説明できなかった。コハク酸及びフマル酸の溶解
度相図は、Higuchi らの報告 77)における AL タイプの溶解度曲線を示しており、溶液中で
miconazole とコハク酸及びフマル酸分子はみかけ上 1:1 の化学量論比で分子間水素結合を
形成していると考えられた。一方、マレイン酸及び硝酸の溶解度相図では酸溶液濃度の増加
とともに miconazole の溶解度は低下したが、これは塩の溶解度相図における共通イオン効果
により溶解度が低下したと考えられた。これらの酸溶液濃度範囲では塩が安定相となり酸溶液
濃度の増加に伴い miconazole 溶解度は低下すると考えられた。溶解度試験後残渣の結晶形
を調べた結果、いずれの試料溶液中でも miconazole は free base から各種酸に対応する塩ま
たは共結晶に転移しており、溶液中では miconazole は塩または共結晶と溶液が平衡状態に
あることを確認した(Fig. 16)。 
前章で miconazole はマレイン酸及び硝酸とイオン結合により塩を形成し、コハク酸及びフマ
ル酸とは水素結合により共結晶を形成することを明らかにした。Miconazole の溶解度相図に
おいて、塩では酸溶液濃度増加に伴い溶解度は低下し、共結晶では酸溶液濃度増加に伴い
溶解度も増加する傾向を示し、塩または共結晶の違いにより異なる溶解挙動を示すという特異
的な現象を示した。 Miconazole は酸水溶液に対する溶解度相図の作成により、塩または共
結晶のどちらを形成するかを予測できる可能性が示唆された。 
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Fig. 15. Phase solubility diagrams of the miconazole-acid system at 37°C; (a) miconazole 
solubility in maleic acid and nitric acid; (b) miconazole solubility in succinic acid and fumaric 
acid. The symbols are solubility values in (●) maleic acid, (▲)nitric acid, (■)succinic acid and 
(◆)fumaric acid. 
 
 
Table 8. pH values of miconazole solution in the phase solubility diagrams 
concentration (mM) nitric acid maleic acid succinic acid fumaric acid
5 3.6 3.6 3.8 3.0
10 2.3 2.5 3.4 2.7
50 1.4 1.8 2.9 2.2
100 1.1 1.6 2.7 -
500 0.4 1.2 2.3 -  
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Fig. 16. PXRD patterns of the solids in the miconazole phase solubility diagrams at different 
acid concentration; (a) free base, (b) 5 mM, (c) 10 mM, (d) 50 mM, (e) 100 mM, (f) 500 mM. 
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第 2 節 Miconazole の溶解度相図を用いた分子間相互作用パラメータの算出 
 
マレイン酸及び硝酸に対する miconazole 溶解度相図は酸溶液濃度の増加に伴い溶解度
が低下したことから、Nehm らの報告 82)に基づき溶液中での溶液と固相の平衡状態は以下の
式で表されると考えられた。Miconazole（A）と酸分子（B）の 1:1 からなる複合体結晶(ABsolid)が
溶解すると、溶液中でも複合体(ABsoln)を形成すると考えられ、次の(1)、(2)の関係式で表され
る。 
AB solid Asoln + Bsoln
Ksp
 
Asoln + Bsoln ABsoln
K11
 
 
ここで、複合体結晶(ABsolid)の溶解度積は Ksp、溶液中で形成される複合体の結合定数は
K11 で表される。(1)式の平衡状態にある溶液中で A の濃度を測定すると、[A]T は複合体結晶
AB の溶解度（Ksp・K11）となる。また、Ksp・K11 << [B]T であれば、[A]T は溶液中での酸溶液濃
度[B]T を用いて(3)の式で計算することができる。 
 
[A]T=
[B]T
Ksp +K11 Ksp
 
 
Nehm らの実験方法に従い nitrate 及び maleate の酸水溶液に対する溶解度相図実験を行
い、酸溶液濃度[B]T の逆数を x 軸、y 軸に miconazole 溶解度の値をプロットした(Fig. 17)。い
ずれの酸に対しても一次回帰直線の式が得られたことから(3)式を適用し、傾きから Ksp、切片
より K11 を算出した(Table 9)。 
Nitrate 及び maleate の溶解度積(Ksp)を比較した結果、maleate は nitrate と比較して高い値
を示した。また、K11 は文献で報告される値と比較して低値であり、いずれの塩も溶液中での複
合体形成はほとんど無視できると考えられた。 
 
 
 
(1) 
(2) 
(3) 
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Figure 17. Total miconazole concentration in equilibrium with maleate or nitrate at 37°C as a 
function of the inverse total acid concentration in (▲) nitric acid solution and (●) maleic acid 
solution. 
 
Table 9. Nitrate and maleate solubility product, Ksp, and solution complexation constant, K11 
crystal Ksp (M
2) K11 (M
-1)
nitrate 0.742 0.004
maleate 1.413 0.049
 
 
コハク酸及びフマル酸の溶解度相図を解析した結果、いずれの酸水溶液についても溶液
濃度の増加とともに miconazole 溶解度も増加するプロファイルを示し(Fig. 15 (b))、Higuchi ら
の溶解度相図おける AL 型の溶解度曲線を示したことから、miconazole とコハク酸及びフマル
酸は溶液中で 1:1 の複合体を形成していると考えられた。また、コハク酸のほうがフマル酸より
も溶解度直線の傾きが大きいことから、コハク酸は miconazole の溶解改善効果が高い酸であ
ると考えられた。 
Higuchi らの回帰直線の式(4)を用いて K11 を算出した(Table 10)。K11 は溶液中での
miconazole と酸の複合体の平衡定数を示す。Miconazole のコハク酸及びフマル酸水溶液に
おける K11 を比較した結果、いずれの酸に対しても K11 は低値を示し、miconazole はいずれの
酸に対しても水溶液中での水素結合による複合体形成は無視できると考えられた。 
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Table 10. Solution complexation constant, K11, evaluated from miconazole phase solubility 
diagrams in succinic acid and fumaric acid aqueous solutions 
acid K11 (M
-1)
succinic acid 0.007
fumaric acid 0.008  
 
 
(4)  slope1intercept
slope
11 K
34 
 
第 3 節 Miconazole の溶解度相図を用いた薬物-酸相互作用の解析及び溶解度相図を用い
た晶析メカニズム及び酸添加製剤の溶解改善メカニズムの解析 
 
Miconazole の溶解度相図において、塩を形成する硝酸及びマレイン酸では酸溶液濃度の
増加とともに miconazole の溶解度は低下したが、共結晶を形成するコハク酸及びフマル酸で
は溶解度が増加し、miconazole は塩と共結晶で異なる溶解挙動を示すことが明らかとなった。 
溶解度相図は溶液中での薬物と酸の相互作用状態を解析するだけでなく、晶析研究や製
剤研究にも応用できると考えられた。Miconazole の酸水溶液に対する特異的な溶解現象を利
用して、晶析研究及び溶解改善製剤研究への応用を試みた。 
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1. Miconazole の酸水溶液中でのスラリー晶析による塩及び共結晶の調製 
 
スラリー晶析は結晶形の制御方法として有用な方法であり、結晶多形、水和物、塩及び共
結晶の調製などに幅広く用いられている 85-89)。スラリー法による塩及び共結晶の調製において、
酸溶液濃度、化合物溶解度及び反応時間は結晶化に重要な因子となるが、現在までに、これ
ら因子が塩及び共結晶形成に与える影響を解析した研究報告は十分とはいえない状況にあ
る。溶解度相図は塩及び共結晶の効率的な晶析に有用であると考えられたため、miconazole
を用いたスラリー晶析実験行い、塩及び共結晶への結晶転移における miconazole の溶解度
及び結晶転移速度の関係を考察した。 
Miconazole に対して高濃度の酸水溶液を添加してスラリー晶析実験を行い、各時点で採取
した試料の結晶形について調べた(Fig. 18)。マレイン酸では、1h 及び 6h スラリー後の残渣結
晶は、maleate 及び free base とは異なる PXRD パターンを示したが(Fig. 18, (2)-b, (2)-c )、8h
以降では maleate へ結晶転移することを確認した。その他の酸では、free base の PXRD パタ
ーン、free base 及び塩の混合物または共結晶の PXRD パターンを示し、経時的な結晶転移が
起きることを確認した。 
マレイン酸の 1h スラリー後の残渣結晶について、熱重量測定/示差熱分析（TG/DTA）を行
った(Fig. 19)。TG において 100°C までの加熱により約 3%の重量減少を示し、maleate 
monohydrate の脱水によるものと考えられた。また、DTA で脱水による吸熱ピークを 68°C に示
した後、maleate の融解吸熱ピークが 123°C に検出された。熱分析の結果より、マレイン酸の
1h 及び 6h スラリーの結晶形は maleate monohydrate であると判断した。マレイン酸のスラリー
晶析実験では、miconazole は maleate monohydrate を形成した後、maleate に結晶転移すると
考えられた。Maleate monohydrate は反応系における準安定結晶であると考えられ、スラリー晶
析において特異的な結晶転移挙動を示した。Jayasankar や小嶌らにより theophylline citrate、
carbamazepine や indomethacin においても同様な現象を示すことが報告されており 40, 90)、スラ
リー晶析法により経時的な結晶形の変化を調べることは、擬多形の熱力学的関係を考察する
上でも有用であると考えられた。 
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Fig. 18. The change of PXRD patterns of miconazole slurried in 500 mM acid solution at 37°C; 
(1) nitric acid, (2) maleic acid, (3) succinic acid and (4) fumaric acid; (a) free base, (b) 1h, (c) 
6h, (d) 8h, (e) 24h, (f) 48h. 
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Fig. 19. TG/DTA thermograms of miconazole slurried in 500 mM maleic acid solution for 1h. 
 
 
2. Miconazole のスラリー晶析による結晶形の経時変化 
 
Miconazole のスラリー晶析実験における各時点での結晶形変化を Table 11 にまとめた。
Free base から塩及び共結晶へ結晶転移するのに要した時間は、硝酸で 48h、マレイン酸で 8h
の時間を要したのに対して、コハク酸及びフマル酸では、1h 後に各々の共結晶へ転移するこ
とを確認した。Miconazole の共結晶は塩と比較して、速い結晶転移挙動を示した。酸の種類
による結晶転移挙動の違いは、スラリー晶析中での miconazole 溶解度や miconazole と酸分子
の溶液中における相互作用が関与していると考えられた。Miconazole 溶解度相図のパラメー
タ解析より(Tables 9, 10)、miconazoleと酸分子は水溶液中での複合体形成はほとんどないと考
えられ、溶液中の複合体形成は結晶転移に影響を与えてはいないと考えられた。Nehm らによ
り、スラリー晶析における結晶転移速度は過飽和度と相関し、過飽和度が高くなると結晶転移
速度も増大することが報告されている 82)。 
Miconazole 溶解度相図の解析結果より、スラリー晶析に用いた酸溶液に対する miconazole
溶解度は、硝酸＜マレイン酸＜フマル酸＜コハク酸の順となり、スラリー晶析での miconazole
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溶解度は、コハク酸で最も高く、硝酸で最も低いと考えられた。また、miconazole の酸水溶液
中でのスラリー晶析では、nitrate への結晶転移は最も遅く、hemisuccinate 及び hemifumarate
への結晶転移は速やかに完了したことから、miconazole の酸水溶液スラリー晶析では、溶解
度が重要な結晶化因子となると考えられた。 
溶解度相図は miconazole のスラリー晶析による塩及び共結晶の調製において、結晶転移
挙動の解析に有用であることが示された。また、水を晶析溶媒として塩及び共結晶の調製が
できたことは、有機溶媒を使用しない晶析方法として green chemistry91)への応用が期待される
知見が得られた。 
 
Table 11. Crystal forms of miconazole slurried in 500 mM acid solutions after various periods 
The mixture means PXRD patterns of free base and nitrate was detected.
1 6 8 24 48
Nitiric acid Mixture Mixture Mixture Mixture Nitrate
Maleic acid Maleatemonohydrate
Maleate
monohydrate Maleate Maleate Maleate
Succinic acid Hemisuccinate Hemisuccinate Hemisuccinate Hemisuccinate Hemisuccinate
Fumaric acid Hemifumarate Hemifumarate Hemifumarate Hemifumarate Hemifumarate
Period (h)
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3. Miconazole の溶解度相図を用いた酸添加製剤の溶解改善メカニズムの解析 
 
塩基性を示す難溶性化合物では溶解改善のための製剤処方検討として、酸添加製剤の検
討がなされる 92)。Miconazole の塩及び共結晶の酸添加製剤を調製し、その溶解改善効果を
調べるため、各原薬に対して 30%重量相当となるように酸を添加した粉末試料を圧縮成形し
てディスクを調製し、蒸留水中での初期溶解速度を調べた(Table 12)。 
Maleate では、原薬単体の溶解速度と比較して酸添加製剤の溶解速度は半分に低下した
(Fig. 20 (a))。Hemisuccinateは、原薬と比較して酸添加製剤は溶解速度が約 6 倍向上した(Fig. 
20 (b))。また、hemifumarate も原薬と比較して酸添加製剤は溶解速度が約 4 倍に向上した(Fig. 
20 (c))。Miconazole は塩基性化合物であり、溶液 pH が低いほど溶解性は向上すると考えられ
たが、酸添加製剤の溶解速度試験ではマレイン酸添加製剤の試験溶液 pH が最も低いものの
maleate の溶解速度は低下したため、溶液 pH は酸添加製剤の溶解速度向上に寄与しないと
考えられた。 
Miconazole の 酸 添 加 製 剤 は 、 maleate で 溶 解 性 を 低 下 さ せ 、 hemisuccinate 及 び
hemifumarate では溶解改善効果を示すことが明らかとなった。Miconazole 酸添加製剤の溶解
速度試験では、錠剤表面の薬物溶出層で miconazole と酸の溶出が同時に起こると考えられ、
酸添加製剤は薬物放出層での酸溶液濃度が原薬単体と比較して増加すると考えられた。溶
解度相図の結果より、酸溶液濃度が増加することにより、maleate では溶解度が低下し、
hemisuccinate 及び hemifumarate では溶解度が増大すると考えられ、酸添加製剤の溶解速度
の傾向と一致する結果となった。 
溶解度相図を解析することにより、miconazole において酸添加製剤の溶解改善効果を予測
することが可能であり、溶解度相図は製剤設計においても有用なデータとなることが示され
た。 
 
Table 12. Intrinsic dissolution rate of miconazole crystals and acid added crystals in distilled 
water at 37°C 
  Intrinsic dissolution rate(μg/mm2/min) pH of residual solution 
Maleate 0.37  7.2  
Maleate with 30% maleic acid 0.15  4.0  
Hemisuccinate 0.06  6.9  
Hemisuccinate with 30% succinic acid 0.38  5.3  
Hemifumarate 0.03  7.1  
Hemifumarate with 30% fumaric acid 0.11  7.0  
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Fig. 20. Intrinsic dissolution profiles of miconazole; (a) maleate and maleate with 30% maleic 
acid, (b) hemisuccinate and hemisuccinate with 30% succinic acid and (c) hemifumarate and 
hemifumarate with 30% fumaric acid. 
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第 4 節 結論 
 
Miconazole の酸水溶液に対する溶解度相図を解析した結果、miconazole は塩及び共結晶
で異なる溶解挙動を示した。塩の溶解度は酸の濃度増加とともに低下し、共結晶の溶解度は
酸の濃度増加とともに増大し、miconazole は溶解度相図の溶解挙動から結晶が塩なのか共結
晶なのかを分類できる可能性が示唆された。酸水溶液中での miconazole と酸の相互作用状
態を調べた結果、溶液中での複合体形成は無視できる状態にあり、各々の酸に対応する塩ま
たは共結晶と溶液が平衡状態にあることが明らかとなった。 
高濃度酸水溶液中でのスラリー晶析実験の結果、miconazole の共結晶への転移速度は速
く、塩への転移速度は遅いことを明らかとした。溶解度相図の結果より、スラリー晶析では溶液
中での薬物の溶解度が結晶化に重要な因子となると考えられた。また、maleate は水和物を経
由し maleate が生成することを明らかとし、スラリー晶析では経時的な結晶形の変化を調べるこ
とが重要であると考えられた。 
Miconazole 酸添加製剤の溶解改善メカニズムについて溶解度相図を用いて解析すること
が可能であった。Miconazole の塩では酸添加により溶解性は低下し、共結晶では酸添加によ
り溶解度が向上する結果となり、溶解度相図の溶解挙動と対応する溶解速度の変化を示す結
果が得られた。 
以上の結果より、溶解度相図は薬物と酸の水溶液中での相互作用状態を解析するだけで
なく、晶析研究や製剤研究への応用が可能であり、薬剤学研究に幅広く利用できることが示さ
れた。 
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結語 
 
難溶性医薬品への共結晶の利用による原薬の物性改善研究は薬剤学の分野において新
規物性改善技術として注目を集めている。共結晶は塩と異なる物性を示すと考えられる原薬
結晶形の物性改良技術であるが、共結晶の結晶構造特性、物理化学的性質、晶析メカニズ
ム、溶液中での医薬品分子と coformer の相互作用状態など不明な点が多く、共結晶は新規
結晶形として注目される研究課題となっている。 
本研究では、アゾール系抗真菌薬である miconazole の塩及び共結晶について、結晶構造
解析、溶解性及び安定性について詳細な解析を行った。さらに、miconazole の酸溶液中での
溶解挙動を調べることにより、結晶化メカニズムや酸添加製剤の溶解改善効果が塩及び共結
晶で異なることを明らかとし、共結晶は塩とは異なる物理化学的特性を有することを明らかとし
た。 
第 1 章では、miconazole について網羅的な塩及び共結晶の結晶化スクリーニングを実施し、
数種の酸で塩及び共結晶を形成する可能性を見出した。結晶化の再現性を確認した結果、
miconazole は硝酸、マレイン酸、フマル酸及びコハク酸を塩または共結晶を形成すると判断し
た。 
第 2 章では、miconazole の塩及び共結晶の結晶構造解析、溶解性及び安定性について精
査した。化学両論比を調べた結果、miconazole は maleate、hemisuccinate 及び hemifumarate
を形成することを明らかとした。これらの結晶について単結晶構造解析を行った結果、maleate
は miconazole と酸がイオン結合により塩を形成し、hemifumarate 及び hemisuccinate では
miconazole と酸は水素結合により共結晶を形成していることを明らかとした。Miconazole は塩
及び共結晶を形成することにより free base と比較して溶解速度が向上することを明らかにした。
また、予備製剤安定性試験の結果、maleate 及び hemifumarate は試料中で miconazole と酸が
1,4-マイケル付加体を生成し、不安定な塩種であることを明らかとした。Miconazole の結晶形と
して、hemisuccinate は溶解性及び安定性に優れており医薬品開発において有望な結晶であ
ることを明らかにした。 
第 3 章では、miconazole と酸の水溶液中での相互作用を解析するため、溶解度相図の研
究を行った。Miconazole の硝酸及びマレイン酸水溶液中での溶解度は酸溶液の濃度増加に
伴い miconazole の溶解度は低下し、コハク酸及びフマル酸水溶液中では酸溶液の濃度増加
に伴い miconazole の溶解度は増加する傾向を示し、miconazole は塩及び共結晶で異なる溶
解度相図を示すことが明らかとなった。高濃度酸水溶液中でのスラリー晶析実験の結果、マレ
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イン酸及び硝酸水溶液の塩への結晶転移速度は、コハク酸及びフマル酸水溶液での共結晶
への転移と比較して遅い傾向を示した。溶解度相図の結果より、高濃度酸水溶液では
miconazole の溶解度が結晶転移速度に影響すると考えられた。また、酸添加製剤の溶解改善
効果を調べた結果、maleate の酸添加製剤は溶解速度が低下し、hemisuccinate 及び
hemifumarate では酸の添加により溶解速度が向上した。酸添加による溶解改善効果は、溶解
度相図から予測できると考えられた。溶解度相図はスラリー晶析や酸添加製剤の溶解改善メ
カニズム解析などの薬剤学研究へ応用が可能であることが示された。 
以上のことから、miconazole は共結晶を形成することにより溶解性及び安定性が改善するこ
とが明らかとなった。原薬結晶形の選択において、溶解速度及び予備製剤安定性試験は有
用であることを明らかとした。単結晶構造解析により、塩及び共結晶を分類することが可能であ
り、maleate は塩、hemifumarate 及び hemisuccinate は共結晶であることを明らかにした。溶解
度相図により、miconazole の塩及び共結晶は異なる溶解挙動を示すことを明らかにした。 
本研究により、共結晶は塩と異なる物性を有し、難溶性化合物の物性改善に有用であるこ
とが示された。共結晶を用いた原薬結晶形の改変による今後のさらなる創薬への利用が期待
される。 
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実験の部 
 
1. 試薬 
Miconazole（LKT laboratories）は試薬をそのまま用いた。Miconazole nitrate(和光純薬)は試
薬をそのまま用いた。塩及び共結晶スクリーニングに用いたカウンター分子及び晶析溶媒は
和光純薬(試薬特級)のものをそのまま用いた。 
 
2．試料の調製法 
2-1. 塩・共結晶スクリーニング 
晶析溶媒に溶解させた化合物溶液を 96 well plate (Freeslate、USA)の各 well に 250 µL(化
合物として約 1 mg)ずつ分注した後、0.1 mol/L に調製したカウンター分子の 1,4-dioxane 溶液
を化合物に対してモル比 1:1 となるように分注し結晶化反応させた。96 well plate に撹拌子を
添加し 200 rpm(V&P Scientific、USA)で攪拌しながら室温で 24 時間反応させた。反応後の試
料溶液について室温で窒素により溶媒留去して晶出物を得た。結晶化反応終了後の 96 well 
plate は分解後、ガラスプレート上の試料について 96 well 粉末 X 線回折測定を行い結晶形に
ついて調べた。 
 
2-2.  塩及び共結晶の 20 mg スケール晶析 
Miconazole 20 mg を試験管に精密に秤量し晶析溶媒を 5 mL 加えた後、モル比で 1:1 とな
るように 0.1 mol/L に調製した酸の 1,4-dioxane 溶液を加え 50°C で加温し結晶化反応させた。
反応溶液は室温で窒素による溶媒留去を行った。晶析溶媒は toluene を用いた。 
 
2-3. 塩および共結晶の 1 g スケール晶析 
Miconazole 1 g に対し、マレイン酸とモル比 1:1、コハク酸及びフマル酸とはモル比 2:1 で結
晶化反応を行った。結晶化反応は miconazole を 20 mL の溶媒に溶解させた後、0.1 mol/L に
調製した酸の 1,4-dioxane 溶液を添加して行った。 溶媒は、マレイン酸及びコハク酸は
methanol、フマル酸は toluene/1,4-dioxane 混液(1/1、v/v)を用いた。Miconazole と酸の混合液
を室温にて開放条件で自然蒸発させ、析出した結晶はろ取して風乾した。結晶は 500 µm の
目開きのふるい（Tokyo screen）に通して粒子径をそろえ、各種試験に用いた。 
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3. X 線回折測定 
3-1. 96 well 粉末 X 線回折（PXRD）装置 
Bruker D8 with GADDS (Bruker)を使用した。測定条件は、線源に Cu-Kα 線（λ=1.5418 
Å）を用い、管電流 40 mA、管電圧 40 kV、スキャン時間 120 秒、回折角測定範囲（2θ）
4.8-25.8˚、スキャンモード oscillation （oscillation amplitude 0.5 mm）で測定した。 
 
3-2. 粉末 X 線回折測定 
測定装置：RIGAKU RINT Ultima IV(Rigaku)を用いた。測定条件は線源に Cu-Kα 線を用
い、管電圧 40 kV、管電流 50 mA、スキャンスピード 6°/min、走査角(2θ)2-35°で測定した。 
 
3-3. 単結晶 X 線回折 
装置は理学電気製 単結晶 X 線解析装置 R-AXIS RAPID、測定温度 25°C(298K)、初期
構造はSHELXS97 (直接法)で求めた。構造の精密化はSHELX97 (Full-matrix、最小自乗法)
を用いた。水素原子は差フーリエマップから確認した後、理想的な位置に発生させた。 
 
4. 熱分析 
4-1. 示差走査熱量測定(DSC) 
測定装置は SII EXSTAR DSC 6200 （SII Nano Technology）を用いた。DSC 測定は約 3 mg
の試料を秤量しアルミ製パンをクリンプして測定した。測定条件は、昇温速度 5°C/min、温度
測定範囲 25-250°C、窒素雰囲気、流量 50 mL/min に設定した。 
 
4-2. 熱重量測定/示差熱分析（TG/DTA） 
測定装置は SII EXSTAR TG/DTA 6200 （SII Nano Technology）を用いた。測定は約 3 mg
の試料をアルミ製パンを用い開放条件で測定した。測定条件は、昇温速度 5°C/min、温度測
定範囲 25-250°C、窒素雰囲気、流量 100 mL/min に設定した。 
 
5. ラマン分光測定 
Raman Work Station（Kaiser Optical Systems、USA）を使用した。測定条件は、マイクロモー
ド(顕微鏡プローブ)、光源 NIR レーザー785 nm、レーザー出力 400 mW、対物レンズ 1 倍、分
解能 4 cm¯¹、照射時間 3 秒、積算回数 2 回で実施した。 
 
47 
 
6. 溶解性の評価 
6.-1 フラスコ振とう法による溶解度測定 
試料約 5 mg を試験管に秤量し、日本薬局方崩壊試験第 1 液(JP1)、日本薬局方崩壊試験
第 2 液(JP2)、1% polysorbate 80 添加 JP2 及び蒸留水を 2 mL 添加後、37°C の水浴(personal 
Lt-10F、TAITEC)で 200 rpm で 24 時間振とうした。振とう後、溶液をフィルター（Millex-HV、
PDVF、0.45 µm、33 mm、Millipore）でろ過した。ろ液の最初の 1 mL を廃棄し、残りのろ液 0.5 
mL に対してアセトニトリル 0.5 mL を加えて希釈後、高速液体クロマトグラフィー(HPLC)で試料
濃度を測定した。 
 
6-2. 初期溶解速度の評価 
試料約 20 mg を IR 錠剤成型機（Riken seiki）を用い 20 kN で 10 分間圧縮成形して、直径
7 mm の円形ディスクを調製し、ディスクを金属棒に設置した。溶出試験用ベッセル（富山産
業）に 1% polysorbate 80 添加 JP2 を 250 mL 添加し 37°C に加温した。試料ディスクを液面か
ら 5 cm の位置で固定し 200 rpm で回転させ、経時的に試料溶液を採取して HPLC で試料溶
液の濃度を分析した。 
 
[HPLC の条件] 
HPLC 装置は Waters W2695/W2487、カラムは YMC Pack Pro C18 5 µm、4.6 x 75 mm、移
動相 A (50 mmol/L 過塩素酸ナトリウム緩衝液(pH2.5))及び移動相 B(アセトニトリル)のグラジ
エントプログラム(B: 60-100%、5 min)、flow rate 1 mL/min、カラム温度 40°C、検出波長 230 
nm、注入量 20 µL の条件で分析した。 
 
7. 安定性試験 
7-1. 原薬の安定性試験 
各結晶を約 5 mg ずつ精密に秤量しガラス容器に保存した。保存条件は、80°C (密閉)及び
60°C/75%RH（開放）で 4 週間まで保存した。経時的に保存試料を取り出し、アセトニトリル/蒸
留水=4/1 (v/v)の希釈溶液を用いて 25 mL にメスアップして試料溶液とし、化学純度を HPLC
により評価した。 
 
7-2. 予備製剤安定性試験 
原薬 20 mg と D-マンニトール(Merck、Germany)1980 mg を乳鉢で混合し、蒸留水を 200 µL
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加え湿式連合した。調製物を減圧下、40°C で 12 時間真空乾燥を行った。乾燥後の試料を
500 µm 目開きのふるい（Tokyo screen）に通し、主薬 1%含有の予備製剤試料を調製した。 
予備製剤試料を約 50 mg ずつ精密に評量しガラス容器に保存した。保存条件は、80°C(密閉)
及び 60°C/75%RH（開放）で 4 週間まで保存した。経時的に保存試料を取り出し、アセトニトリ
ル/蒸留水 = 4/1 (v/v)の希釈溶液を用いて 25 mL にメスアップした後、試料溶液をフィルター
(Acrodisk、PDVF、pore size 0.45 µm、33 mm、Pall)でろ過し試料溶液とした。試料溶液の化
学純度について HPLC により評価した。 
 
[HPLC の分析条件] 
HPLC 装置は Waters W2695/W2487、カラムは Shiseido Capcelpak MGIII 3 μm、4.6 × 150 
mm、移動相は 50 mmol/L 過塩素酸ナトリウム緩衝液(pH2.5):アセトニトリル=45:55、流速は 1 
mL/min、カラム温度 40°C、検出紫外波長 230 nm、注入量 20 µL の条件で分析した。 
 
8. 分解物の構造推定 
予備製剤安定性試験の溶液について、LC/MS/MS 分析を行った。LC/MS/MS 装置は、LC
部に LC-10Avp シリーズ（島津）、MS は API 2000 QTRAP（アプライドバイオシステム）を用いて
構造解析した。分析条件は、カラム Inertsil column ODS4 5 μm、2.1 mm × 250 mm (GL 
Sciences)、移動相 10 mmol/L 酢酸アンモニウム緩衝液(pH 4.0):アセトニトリル=50:50(v/v)、流
速は 0.2 mL/min、カラム温度は 50°C、検出紫外波長 230 nm、注入量 2 µL で分析した。 
 
9. 溶解度相図の作成 
Miconazole 約 20 mg を試験管に秤量し、5、10、50、100、500 mmol/L(mM)に調製した硝酸、
マレイン酸、コハク酸及びフマル酸（フマル酸は 5、10、50 mmol/L のみ調製した）水溶液を 10 
mL 添加し、試料溶液を 37°C で 1 週間振とうを行った。振とう後の試料溶液をフィルターでろ
過し、ろ液 0.5 mL にアセトニトリル 0.5 mL を添加し希釈した溶液について HPLC で分析した。
別途、標準溶液を調製し、各試料溶液の溶解度を算出した。また、溶解度試験後残液の pH
について、pH メータ（F-22、HORIBA）を用いて測定した。 
溶解度相図実験後残渣の結晶形評価は、溶解度相図実験後の残渣を回収し、結晶形を
粉末 X 線回折測定により調べた。 
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10. スラリー結晶化検討 
Miconazole 約 100 mg をガラスバイアルに秤量し、500 mmol/L に調製した硝酸、マレイン酸、
コハク酸水溶液及び 50 mmol/L フマル酸水溶液を各々10 mL 添加し、37°C(LH21–15M、
NAGANO SCIENCE)、200 rpm で攪拌(Variomag Telesystem、Thermo Electro)しながら 1 週間
懸濁した。懸濁液を経時的に 1 mL ずつ採取してフィルターろ過後、残渣について粉末 X 線
回折測定及び熱分析を行い結晶形について調べた。 
 
11. 酸添加製剤の溶解改善研究 
11-1. 酸添加製剤の調製 
酸添加製剤の調製は maleate、hemifumarate 及び hemisuccinate の各原薬に対して 30%重
量相当となるようにそれぞれの塩種に対応する酸を添加し乳鉢で軽く混合し酸添加製剤を調
製した。 
 
11-2. 初期溶解速度の評価 
原薬及び酸添加製剤を約 20 mg を秤量し IR 錠剤成型機（Riken seiki）を用いて 20 kN で
10 分間圧縮成形し、直径 7 mm の円形ディスクを調製した。試料ディスクを金属棒に設置し溶
出試験用ベッセル（富山産業）に蒸留水を 250 mL 加え、試料ディスクを液面から 5 cm の位置
で固定し 37°C、200 rpm で回転し、蒸留水中での錠剤表面からの薬物溶出を経時的に調べ
た。各時点で一定量の溶液を採取し、HPLC で試料濃度を分析した。 
 
[HPLC の条件] 
HPLC 装置は Waters W2695/W2487、カラムは YMC Pack Pro C18 5µm、4.6 x 75 mm、移
動相 A (50 mmol/L 過塩素酸ナトリウム緩衝液(pH2.5))及び移動相 B(アセトニトリル)のグラジ
エントプログラム(B: 60-100%、5 min)、flow rate 1 mL/min、カラム温度 40°C、検出波長 230 
nm、注入量 20 µL の条件で分析した。 
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